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論文内容要旨
【目的】外傷や慢性疾患が原因となる自己修復不可能な大きさの臨界径骨欠損の回復には，自家骨
移植が最も効果的であるが，採取時に身体的侵襲を受けてしまうこと，採取量的に制限がでてしまう
という問題点がある。自家骨に代わる骨補填材としてβ－リン酸トリカルシウムやハイドロキシアパ
タイト（HA）等のリン酸カルシウムが臨床応用されているが，現時点での骨再生能は自家骨には及
ばない。リン酸カルシウムの一つであるリン酸オクタカルシウム（OCP）は生理的条件下でHAに転
換するが，その過程で骨髄由来間質細胞の骨芽細胞分化を促進し，既存の骨補填材に比べ優れた骨再
生能を示すことが報告されている。OCPは単体では形態付与性に乏しいため，コラーゲンやゼラチ
ン，アルギン酸（Alg）ナトリウムなどの生体由来の天然高分子との複合化が研究されてきた。特に
Alg ナトリウムは２，３価の陽イオンを介して架橋反応しAlg ハイドロゲルを形成する。Alg ハイド
ロゲルには生細胞やタンパク質，成長因子などを担持することができ，in vitroおよびin vivoにおいて，
骨再生材料として利用できると考えられる。本研究では，AlgナトリウムをAlgハイドロゲルとして
利用しOCPと骨髄間質細胞を担持することにより，その骨芽細胞分化能と細胞デリバリーデバイス
としての性質を検討した。
【方法】マウス骨髄間質 ST－２細胞と，異なる用量のOCPを，アテロコラーゲンを含むAlg ナト
リウム水溶液に懸濁し，塩化バリウム水溶液に滴下してアルギン酸基材／OCP・ST － ２細胞ビーズ
（Alg基材／OCP・ST－2細胞ビーズ）を得て，培養した。培養後に複合体をAlgリアーゼにより溶解し，
OCPと ST－2細胞を回収した。OCPをＸ線回折（XRD）とフーリエ変換赤外分光法（FT－IR）によ
りAlg基材／OCP・ST－2細胞ビーズにおけるOCPの結晶構造変化を測定した。また，ST－２細胞の
骨形成マーカーであるALP，Ⅰ型コラーゲン（Col－1）発現を定量することにより，OCP用量による
骨芽細胞分化への影響について計測した。また，Alg/OCP・ST － ２細胞ビーズを培養したシャーレ
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に付着した ST－ 2細胞を，calcein －AMを用いて染色し，蛍光顕微鏡像を撮影することにより，Alg/
OCP・ST－2細胞ビーズからの細胞の放出挙動について検討した。
【結果】XRDとFT－IRにより，Algハイドロゲル内でもOCPは経時的にHAへ転換することが確
認された。また，Alg 基材／OCP・ST－２細胞ビーズ内で培養した ST－2細胞の骨芽細胞分化能は，
培養時間が長い程促進され，また，高用量OCPで促進される傾向が認められた。Alg 基材／OCP・
ST－2細胞ビーズを７，14日間培養したシャーレ底には，calcein－AMで染色された多数の ST－2細胞
が確認された。このST－2細胞数は，OCP用量が高くなるにつれて少なくなる傾向が見られた。
【結論】本研究によるAlg 基材／OCP・ST－2細胞ビーズは，生体外での骨髄間質細胞の骨芽細胞
分化を促進するデバイスであるだけでなく，生体埋入後には埋入周囲に細胞を放出できる細胞デリバ
リーデバイスとしても利用できる可能性が示唆された。Alg ハイドロゲルの組成により，Alg 基材／
OCP・ST － 2細胞ビーズの性質を変化させることが可能であり，細胞分化や細胞放出のタイミングを
制御できる可能性が示唆された。
審査結果要旨
自家骨に代わる量的制限の無い骨補填材としてリン酸カルシウム材料が臨床応用されているが，骨
再生能は自家骨には及ばない。しかしこれらの中でも，リン酸オクタカルシウム（OCP）は生理的
条件下でハイドロキシアパタイト（HA）に転換し骨髄間質細胞の骨芽細胞分化を促進することから，
既存の骨補填材に比べ優れた骨再生能を示す材料として臨床での可能性が注目されている。
OCPは単体では形態付与性に乏しいため，コラーゲンやゼラチン，アルギン酸（Alg）ナトリウム
などの天然高分子との複合化が研究されてきた。Alg は多価陽イオンを介して架橋反応しハイドロゲ
ルを形成する。Alg ハイドロゲルは細胞やタンパク質，成長因子などの担持が可能で，骨再生担体と
して応用が検討されている。本論文はAlgマイクロゲルビーズ基材内にOCPと骨髄間質細胞を封入し，
骨芽細胞分化と細胞デリバリー担体としての性質を検討したものである。
実験では，マウス骨髄間質ST－2細胞と異なる用量のOCPをアテロコラーゲン含有Algナトリウム
水溶液に懸濁し，塩化バリウム水溶液に滴下してAlg 基材／OCP・ST－2細胞複合化マイクロビーズ
を作成した。培養後にAlgリアーゼにより溶解し，OCPとST－2細胞を回収，Ｘ線回折（XRD）とフー
リエ変換赤外分光法（FT－IR）によりAlg基材／OCP・ST－2細胞複合体内におけるOCPの結晶構造
変化を測定している。また骨形成マーカーであるアルカリフォスファターゼ（ALP），Ⅰ型コラーゲ
ン（Col － 1）のmRNA発現を定量し，ST－ 2の骨芽細胞分化能を検討している。さらに，Alg 基材／
OCP・ST－2細胞複合体から遊走し，シャーレに接着，増殖した細胞をcalcein－AMにて染色し，蛍光
顕微鏡観察することで複合体の細胞放出挙動を検討している。
その結果，Alg基材／OCP・ST－2細胞複合体において，培養時間依存的に，また高用量OCPで，
ST－2細胞が骨芽細胞へ分化する傾向を認めている。XRDとFT－IRから，Algハイドロゲル基材内で
もOCPは経時的にHAへ転換することを確認した。複合体を７，14日間培養したシャーレ底には，
複合体から放出され増殖したST－2細胞が確認されている。
すなわち本研究により，マイクロサイズのハイドロゲル内は，細胞間及び細胞―材料間の相互作用
に適した３次元微小環境となり，複合体内で骨芽細胞分化が促進されることが見出された。また複合
体は生体埋入後に細胞放出できる細胞デリバリー担体の機能を持つ可能性が示唆された。さらに，ハ
イドロゲルの組成により複合体の性質を変化させることが可能であり，細胞分化や細胞放出のタイミ
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ングを制御できる可能性が示唆され，今後の臨床応用へ向けての重要な知見が提供された。
以上のことから本論文は博士（歯学）の学位に値するものと判断する。
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